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Johdanto

etsdpuiden jalostus ei sovi kirsimittomille; se

on tunnetusti hidasta ja vaikeaa. Viime vuo-
sina tapahtunut edistys antaa kuitenkin toivoa pui-
denkin jalostuksen nopeutumisesta ja tehostumises-
ta. Parina viime vuosikymmenend tietimys kasvien
elintoiminnoista ja niiden geneettisesté taustasta on
kasvanut huimaa vauhtia ja samalla monet tekniikat
ovat kehittyneet valtavasti. Perustiedon kasvamisen
lisdksi tirkeitd seikkoja ovat olleet mm. molekyy-
limarkkerien identifiointi, mikrolisdysmenetelmien
kehitys seki geeninsiirtotekniikkojen nopea kehitty-
minen. Geeninsiirtojen avulla voidaan puiden omi-
naisuuksia muuttaa halutulla tavalla suhteellisen no-
peasti, jos vain tarvittava perustieto on saatavilla.
Tdmaé antaa valtavia mahdollisuuksia metsdpuiden
muokkaamiseksi hyvinkin erilaisiin tarkoituksiin
sopiviksi.

Geeninsiirtojen kiyttod metsdpuiden jalostuksessa
tutkitaan intensiivisesti eri puolilla maailmaa, Suo-
messakin monien ryhmien tutkimus pyrkii luomaan
tdlle mahdollisuuksia. Kun geeninsiirtoja kédytetdin
viljelykasvien jalostuksessa, siirrettyjen geenien le-
vidminen ei tavallisesti ole ongelma. Metsépuut sen
sijaan tietenkin lisdéntyvit helposti Suomen luon-
nossa ja siksi niihin siirretyt geenit levidvit helposti
luonnonpopulaatioihin, mikéli tité ei estetd. Luon-
nollisesti 1dhtokohtana on, ettéd jalostuksessa kiy-
tetddn vain sellaisia siirtogeeneji, joilla ei ole ole-
tettavissa mitddn haittavaikutuksia ympéristoon tai
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ainakin haitat ovat hyotyjd pienemmit. Siirtogee-
nin vaikutuksista siirtogeeniseen puuhun itseensi tai
sen kanssa vuorovaikutuksessa oleviin elidihin ei
kuitenkaan voi tavallisesti olla aivan varma ennen
kuin puita on testattu pitkdaikaisissa kenttikokeis-
sa. Toisaalta siirtogeenien levidmistd ei pidetd hy-
viksyttavind, vaikka niistd ei ndyttdisikddn olevan
mitdin haittaa.

Meidédn ryhmémme ldhtSkohtana on ollut pienen-
tdd siirtogeenisten puiden pitkdaikaisiin kenttiko-
keisiin ja kasvatukseen liittyvid ongelmia estimalla
siirtogeenien levidminen. Tdmi on tarkoitus saada
aikaan tekemadlld puut steriileiksi estimilld koko-
naan kukintojen tai ainakin kukkien muodostus. Tél-
16in ei muodostu siemenid eikd siitepolyd. Kukki-
mattomuus saattaisi myos lisdtd kasvua ja luonnolli-
sesti se estdd esim. koivulla allergeenisen siitepolyn
muodostumisen. Kukkimisen estdmistd voitaisiin
kdyttdd myos, jos halutaan estédd viljeltyjen vieras-
periisten puulajien levidminen ympéristoon. Onhan
olemassa useita esimerkkejé siité, ettd vierasperii-
sestd lajista on aiheutunut ongelmia.

Tutkimuskohteena ryhmélldimme on ensisijaisesti
koivu, koska se on suomalaisista taloudellisesti tir-
keistd metsédpuista ainoa, joka on helppo kloonata ja
jolle on olemassa verraten hyvi geeninsiirtomene-
telmd. Koivusta onkin tullut metsidpuiden bioteknii-
kan tutkimuksen mallikasvi Suomessa. Kukkimisen
estdmisen kannalta koivulla on vield yksi tirked li-
sdetu. Koivusta on kehitetty Saksassa usean suku-
polven ajan tehtyjen risteytysten ja valinnan avul-
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la sellaisia kantoja, jotka kukkivat hyvin nuorena.
Me olemme saaneet siemenié ndisti puista ja valin-
neet taimista ne, jotka kukkivat ensimmaéisini. Nédin
olemme saaneet kidyttéomme kaksi koivukloonia,
joissa hedekukinnot tulevat nikyviin taimien ollessa
noin 4 kuukauden ikiisid ja noin 50 cm korkeita.
Koska geeninsiirto vie noin kuusi kuukautta, voim-
me ndilld klooneilla selvittda jonkin geenikonstruk-
tin vaikutuksen kukkimiseen yhdessi vuodessa. Té-
mé on valtava etu, silld esim. poppelilla kukkimisen
estdmistd tutkivien tdytyy odottaa ldhes 10 vuotta
nihdédkseen, estddko joku geenikonstrukti kukkimi-
sen. Tosin ei tietysti ole itsestddn selvéd, ettd siirto-
geeni vaikuttaa samalla tavalla nuorina kukkivissa
koivuissa kuin tavallisissa.

Kukkimisen estiminen estogeeni-
konstruktilla

Kukkimisen estidmiseksi koivuun siirretdidn joku té-
hin tarkoitukseen sopiva geenikonstrukti. Tdhén on
periaatteeltaan erilaisia mahdollisuuksia. Yksi mah-
dollisuus estdd kukkiminen on kéyttii ns. estogeeni-
konstruktia. Tédssid konstruktissa on solun kuoleman
aikaansaavaa entsyymii koodittavaan geeniin liitetty
sellainen siételyalue, joka toimii vain kukinnoissa.
Tillaisen sddtelyalueen vaikutuksesta ko. geeni ei
toimi lainkaan koivun kasvullisissa osissa ja koivu
kasvaa normaalisti, mutta kun kukinto alkaa kehit-
tyd, kukintospesifinen siételyalue saa aikaan geenin
aktivoitumisen kukinnon aiheissa ja timén seurauk-
sena kukinnon aiheiden solut kuolevat eikd kukintoa
muodostu. Estogeenini kdytdmme Bacillus amylo-
liquefaciensista perdisin olevaa ribonukleaasigeenid,
BARNAASIa, josta on poistettu proteiinin erittymi-
selle tirked alue. Téalloin BARNAASI-entsyymi jad
solulimaan ja hajottaa solun proteiinisynteesikoneis-
ton. Ehké on syytd huomauttaa, ettd ribonukleaasit
eivit ole ongelmallisia esim. kasveja syoville eldi-
mille; niitd on kaikissa organismeissa, mm. kasvi-
solujen vakuolissa, eldinten ruoansulatusnesteissi ja
ihmisen hiessé.

Vain kukinnoissa toimivan sddtelyalueen 10ytimi-
seksi olemme eristidneet koivusta sellaisia geeneji,
jotka sédtelevit kukinnon tai kukan kehitystd. Nii-
den voi luonnollisesti olettaa toimivan vain kukin-
noissa. Useat eristimistimme geeneisti toimivatkin

vain kukinnoissa, muutamat sen sijaan toimivat hei-
kosti my6s muissa kasvinosissa.

Geenien sddtely on monimutkaista ja tavallisesti
sithen osallistuu monia sédtelyproteiineja, jotka si-
toutuvat tavallisesti geenin edessi olevalla sddtely-
alueella, mutta joskus myos muualla sijaitseviin spe-
sifisiin sddtelyelementteihin. Jotta tietdisimme, on-
ko eristamissdmme séitelyalueissa kaikki tarvittavat
sddtelyelementit mukana, testasimme siételyalueita
merkkigeenin avulla ensin lituruohossa ja tupakas-
sa. Niissd kasveissa testaus on paljon nopeampaa
kuin koivussa, jolla tulosten saaminen kestd aina-
kin vuoden verran. Testaus mallikasveilla perustuu
siihen, ettd kasvien siitelyalueet toimivat usein sa-
malla tavalla eri kasveissa. Testien perusteella valit-
simme BpMADS-geenin séddtelyalueen, joka ndytti
toimivan spesifisesti kukissa, mutta ei muissa kasvi-
nosissa. Tamdi séddtelyalue liitettiin sitten BARNAA-
SI-geeniin. Taaskin geenikonstruktia testattiin ensin
tupakassa ja lituruohossa, koska haluttiin selvittdi,
voisiko menetelméd soveltaa koivun lisdksi muihin-
kin puihin tai yleensd muihin kasveihin.

Tupakassa geenikonstrukti saikin aikaan juuri
odotetun vaikutuksen. Kuten aina kasveilla, siirto-
geenisii linjoja tehddén useita. Kussakin niistd siir-
togeeni on liittynyt eri paikkaan kromosomistossa,
ja siitd syystd geeni toimii samasta siitelyalueesta
huolimatta erilaisella voimakkuudella. Joissakin lin-
joissa geenituotetta muodostuu paljon, joissakin vi-
hemmiin ja joissakin ei lainkaan. Erityisesti geenin-
siirtoja vastustavat pitdvit titd usein haittana, mutta
itse asiassa se on usein hyodyksi, silld titen voidaan
valita juuri sopiva ilmentymistaso. Riippuen BAR-
NAASI-geenin ilmentymisen vahvuudesta eri linjois-
sa, tassd kokeessa saatiin tupakoita, joista puuttuivat
emit ja heteet, tai sellaisia, joista puuttuivat emien ja
heteiden lisdksi my0s terdlehdet. Voimakkaimmissa
linjoissa puuttuivat kukat kokonaan eiki kukintoa-
kaan muodostunut. Kukinnon sijaan syntyi verson
kirkeen vain muutamien pienten lehtien muodosta-
ma rykelmi (kuva 1B). Kasvu pyséhtyi aluksi tdhén,
mutta jonkin ajan kuluttua yksi tai kaksi hankasil-
mua alkoi kehittyd, ja muodostui haaroja. Taméin
seurauksena siirtogeenisten tupakoiden kasvu jatkui
ja kokeen piittyessd niiden muodostama kuiva-aine
oli noin kaksinkertainen verrattuna kukkivaan tu-
pakkaan. Tissd tapauksessa siis kukkimisen estami-
nen on selvisti lisdnnyt kasvua. Ensimmaisti kuk-

167




Metsidtieteen aikakauskirja 2/2002

Tieteen tori

T8

viIiitSfyppi antisense

Kuva I. Kukkimisen estyminen tupakalla ja koivulla. A) Koivussa BbMADS4-antisense-konstrukti estda
kukintojen muodostumisen. Silld ei ole havaittu olevan mitddn haittavaikutuksia kasvuun. Kuvassa
nuorena kukkiva kontrollikoivu ja kukkimaton antisense-konstruktin siséltava koivu. B) Tupakassa ei
BARNAASI-geenin vaikutuksesta kukintoa ei muodostunut lainkaan, vaan sen tilalle muodostui verson
karkeen muutaman pienen lehden rykelma. Kasvin haaroittuminen niakyy myos selvidsti kuvasta.

kimatonta tupakkaa on nyt kasvatettu kolme vuot-
ta, eikd se ole koskaan tehnyt yhtiin kukkaa, joten
ominaisuus nédyttdd hyvin pysyvéltd. Lituruoholla
geenikonstrukti esti monessa linjassa kokonaan ku-
kintoverson muodostumisen, mutta sen sijaan muo-
dostui kuuden ruusukelehden sijasta satoja lehti.
Lituruohollakin siis kasvimassan tuotto lisdéintyi
huomattavasti.

Geenikonstrukti toimii myos koivussa. Heikoim-
missa linjoissa se ei esti kukintojen muodostumis-
ta, mutta estdd heteiden synnyn. Niiden tilalle tih-
kdsuomujen hankaan muodostuu vain jonkinlainen
kohouma. Voimakkaammissa linjoissa on kukinto-
jen tilalla vain punainen nuppimainen rakenne tai
ei sitdkédn. Useat siirtogeenisistd linjoista kasvoivat
alussa aivan kuten ei-siirtogeeniset kontrollikasvit,
mutta joissakin linjoissa oli alusta ldhtien havait-
tavissa kasvun hiiriintymistd. Tama viittasi siihen,
ettd sidtelyalue toimi kuitenkin heikosti myos kas-

168

vullisissa osissa ja sai aikaan BARNAASI-proteii-
nin muodostumista ja siten hiiritsi kasvua. Toisis-
sa linjoissa kasvu ei ollut hiiriintynyt lainkaan en-
nen kukkimisikéén tuloa, mutta sitten verson kérjet
usein haarautuivat kahdeksi yhtéd vahvaksi haaraksi.
Tamai ilmio saattaa johtua siitd, ettd on kéytetty nuo-
rena kukkivaa koivukloonia, mutta nyt ollaan tes-
taamassa, miten tavalliset koivukloonit kdyttiytyviit.
Jos geenikonstrukti aiheuttaa kasvuhdirigitd, sitd ei
voida kéyttdd sellaisenaan, mutta timéi selvidd vasta
pitkien testausten kuluttua.

Kukkimisen estiminen antisense-
tekniikalla

Periaatteessa toisenlainen keino estdd kukintojen
muodostuminen on estdd jonkin kukkimisen kan-
nalta ehdottoman vilttimittomin geenin ilmenty-
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minen ns. antisense-tekniikalla. Téssé tekniikassa
ko. geeni siirretddn kasviin nurinpdin, jolloin sen
koodittama antisense-RNA muodostaa oikean ldhet-
ti-RNA:n kanssa kaksoisjuosteen, joka hajotetaan.
Talloin siis kukkimisen kannalta vélttdmiton ldhet-
ti-RNA tuhoutuu eikd sen koodittamaa proteiinia
muodostu eiki siis kukintoakaan. Olemme siirtd-
neet koivuun useita tillaisia antisense-RNAita, jois-
ta useimmat eivit toimi tarpeeksi voimakkaasti es-
tadkseen kukkimisen. Kuitenkin BpMADS4-geenia
vastaava antisense-konstrukti saa aikaan hyvin voi-
makkaan vaikutuksen nuorena kukkivassa koivussa:
monessa siirtogeenisessi linjassa se hidastaa ja vi-
hentdd huomattavasti kukkimista. Tdrkeintd on kui-
tenkin se, ettd kahdessa linjassa tamé konstrukti esti
kokonaan kukintojen muodostumisen. Vaikka kont-
rollikoivuissa kukintoja muodostui kaikkiin yksiloi-
hin noin 100 vuorokauden kuluttua ruukuttamisesta,

el ndihin kahteen linjaan ole ilmestynyt kukintoja,
vaikka niitd on kasvatettu jo kaksi vuotta. Tédssdkin
tapauksessa kukkimisen esto siis ndyttdd pysyvalti.
Kasvu néissid kukkimattomissa koivuissa on ollut
normaalia (kuva 1A). Teoreettisestikin on oletetta-
vissa, ettd ko. konstruktilla ei olisi mitddn haitta-
vaikutuksia, joten tdssd saattaa olla hyvin lupaava
keino kukkimisen estdmiseksi. Kuitenkin on taaskin
otettava huomioon, ettd tulokset on saatu varhain
kukkivalla koivukloonilla ja ne on varmennettava
tavallisella koivulla, mikd kestdd monta vuotta.
Em menetelmien yhtend ongelmana on se, etti
siirretty geenikonstrukti voi lakata toimimasta esim.
geenin hiljenemisen tai siinéd tapahtuneen mutaati-
on seurauksena. Téstd syystd varmin tapa kukkimi-
sen pysyviksi estdmiseksi olisi hivittdd koivusta ko-
konaan joku kukkimisen kannalta vilttdm&ton gee-
ni tai osa tillaisesta geenistd poistogeenitekniikan

Kuva 2. Kukkimisen nopeuttaminen tupakalla ja koivulla. A) BbMADS4-geenin yliekspressio saa aikaan
tupakan hyvin varhaisen kukkimisen. Kontrollitupakat kukkivat ollessaan noin | m:n korkuisia. B)
BpMADS4-geenin yliekspressio nopeuttaa huomattavasti jo muutenkin nuorena kukkivan koivukloonin

kukkimista. Kukinnot on merkitty nuolella.
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avulla. Télloin ei ole minkdéinlaista mahdollisuut-
ta, ettd se alkaisi toimia uudelleen. Poistogeenisten
mikrobien ja eldinten tekemiseksi on jo hyvid mene-
telmid, mutta kasveilla nimé menetelmét eivét vie-
14 toimi kunnolla. Niitd kuitenkin kehitetidén koko
ajan, ja luultavasti verraten pian tillainen menetelméi
tulee kayttoon. Talloin esim. BpMADS4 olisi sellai-
nen geeni, jonka poistaminen varmasti saisi aikaan
kukkimattomuuden. Jos taas tyydytiddn vain hetei-
den ja emien muodostumisen estdmiseen, voitaisiin
kéyttdd lituruohon AGAMOUS-geenin vastingeenid,
jota olemme mydskin tutkineet.

Kukkimisen nopeuttaminen

Kukkimisen nopeuttamista voitaisiin kdyttdd jalos-
tuksen nopeuttamiseen erityisesti, jos voidaan kiyt-
tdd molekyylimarkkereita haluttujen geenien tunnis-
tamiseksi jo taimiasteella. Télloin voitaisiin koota
yhteen kasviin useamman perékkéisen risteytyksen
avulla haluttuja geenejd monesta kantavanhemmas-
ta suhteellisen lyhyessd ajassa. Kun risteytysohjel-
ma on saatettu loppuun, poistettaisiin kukkimista
nopeuttava geeni joko valinnan avulla tai jollakin
muulla keinolla. Lopputuloksena olisi siis monia
haluttuja ominaisuuksia omaava puu, joka ei olisi
siirtogeeninen. Luonnollisesti lopullinen testaus vie
tassidkin pitkid aikoja.

Kukkimisen nopeuttaminen on mahdollista esim.
siirtdmélléd kasviin geenikonstrukti, jossa on yleis-
sddtelyalue ja sen perdin liitettynd joku kukkimisen
aikaansaava geeni. Yleissddtelyalueen vaikutukses-
ta geeni toimii kaikissa kasvin soluissa, siis myos
kasvupisteessd, ja kukkimista nopeuttavan geenin
ilmentyminen muuttaa vegetatiivisen kirkikasvupis-
teen kukintomeristeemiksi. Kun koivuista eristettyji
geenejd tutkittiin tilld tavalla lituruohossa ja tupa-
kassa, useat niisti saivat aikaan kukkimisen aikaistu-
mista. Taaskin eri siirtogeeniset linjat olivat erilaisia,
joten on mahdollista valita juuri sopivan voimakas
aikaistuminen. Yksi parhaiten toimivista geeneistd
tdssi suhteessa oli aikaisemmin mainittu BpMADS4,
jonka ilmentymisen estdminen antisense-tekniikalla
esti kukintojen muodostumisen. Kun BpMADS4:44
yliekspressoitiin tupakassa, kasvit alkoivat kukkia
hyvin nuorena ja itse asiassa koko kasvi muistutti
tupakan kukintoa (kuva 2A). Naytti siis silté, ettd
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ko. geenin toiminta muuttaa kirkikasvupisteen vi-
littomasti kukintoa muodostavaksi kasvupisteeksi.
Mika mielenkiintoisinta, itse kukat olivat aivan nor-
maalit, ne tuottivat siemenié ja siemenisti kasvatetut
kasvit olivat myoskin varhain kukkivia.

Kun tupakan kukintaa varhaistavan BpMADS4-
geenin vaikutusta tutkittiin koivulla, se aikaisti huo-
mattavasti muutenkin aikaisin kukkivan koivukloo-
nin kukkimista. Koivuklooni, joka normaalisti al-
koi muodostaa kukintoja noin 4 kuukauden ikéisen4,
alkoi voimakkaimmassa linjassa muodostaa kukin-
toja noin 2 viikon ikdisend. Téssd linjassa kukinto-
ja muodostui kaikista kasvupisteistd, seké versojen
kirjisté ettéd kaikista hankasilmuista ja kasvu pysih-
tyi sithen. Hieman heikommissa linjoissa kukintoja
muodostui vain joihinkin verson kérkiin ja kasvu jat-
kui normaalisti (kuva 2B). Kukinnot vaikuttivat nor-
maalilta, mutta niiden fertiilisyydesti ei vield ole tie-
toa. Nyt olemme testaamassa, miten BpMADS4 vai-
kuttaa tavalliseen koivuklooniin ja poppeliin. Ole-
tuksemme on, etti tavallisetkin koivut alkaisivat
kukkia muutaman kuukauden tai jopa muutaman
viikon ikdisind, mutta titd emme vield tieda.

Yhteenveto

Kukkimisen estiminen ja nopeuttaminen on siis on-
nistunut erinomaisesti ruohovartisilla mallikasveil-
la, joilla kukkimisen estdminen ei ole aiheuttanut
haittavaikutuksia ja nopeuttaminen ei ole laskenut
fertiliteettid. Varhain kukkivalla koivukloonillakin
molemmat ovat onnistuneet, mutta toistaiseksi ei tie-
deti, miten menetelmit toimivat tavallisella koivul-
la. Tarkoituksena on vield kehittdd menetelmid ja
sitten alkaa testata niitd ensin kasvihuoneissa, sit-
ten mahdollisesti kenttikokeissa, jotta saadaan tie-
toa koivujen kayttdytymisesti erilaisissa luonnon-
oloissa. Mielestidni mahdollisuudet kukkimisen es-
tamiseksi koivullakin ovat hyviit, ja siten on toivoa
lisdti siirtogeenisten koivujen kdyton turvallisuutta
ja hyviksyttavyyttd merkittdvésti. Timaé taas antaa
lisimahdollisuuksia jalostukselle ja sitd kautta lisdd
Suomen metsien kdyttdmahdollisuuksia ja mahdol-
lisuuksia saada omista metsistd erikoispuulaatuja,
joita muiden jalostusmenetelmien avulla ei voitai-
si saada aikaan tai joiden aikaansaaminen kestiisi
hyvin pitkiin.
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